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ВВЕДЕНИЕ
Широкое применение лекарственных веществ, обладающих антиаритмиче- 
ской активностью, в современной медицине обусловливает необходимость со­
вершенствования методов контроля качества и расширения спектра простых и 
доступных методик определения этих веществ.
Большинство фотометрических методик, описываемых в литературе, осно­
ваны на окислении лекарственных веществ, обладающих антиаритмической ак­
тивностью, либо на образовании ковалентных связей с окрашенными реагентами. 
Описываемые фотометрические реакции обладают нестабильной окраской, невы­
сокой чувствительностью, требуют наличия труднодоступных реактивов.
Существующие методики идентификации лекарственных веществ методом 
тонкослойной хроматографии отличаются неунифицированным выбором систем 
растворителей и сорбентов для разделения веществ данной группы. В литератур­
ных данных отсутствует описание влияния параметров подвижной фазы на хро­
матографическое удерживание лекарственных веществ, обладающих антиаритми­
ческой активностью.
Актуальной задачей является разработка экстракционно-фотометрических, 
экстракционно-флуориметрических и безэкстракционно-фотометрических мето­
дик определения антиаримических лекарственных веществ. Такие методики обла­
дают достаточно высокой чувствительностью и селективностью, позволяют про­
водить определение антиаритмических лекарственных веществ в присутствии 
других лекарственных веществ, а также вспомогательных веществ, входящих в 
состав лекарственных средств.
ОБЩ АЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ  
Связь работы с научными программами, темами
Диссертационная работа выполнена в соответствии с планом научно- 
исследовательских работ У О «Витебский государственный ордена Дружбы наро­
дов медицинский университет» (регистрационные номера 20001421,20033500).
Цель и задачи исследования
Целью настоящего исследования является разработка высокочувствитель­
ных и экспрессных методик фотометрического и хроматографического определе­
ния лекарственных веществ, обладающих антиаритмической активностью.
Для реализации цели поставлены следующие задачи:
-  определить оптимальные условия экстракционно-фотометрического и экстрак- 
ционно-флуориметрического определения атенолола, метопролола, этмозина, 
этацизина, верапамила, амиодарона, новокаинамида с кислотными красителя­
ми (азореагентами, галогенпроизводными сульфофталеиновых красителей,
ксантеновыми красителями); - —  ——-
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-  провести сравнительное исследование химико-аналитических характеристик 
ионных ассоциатов лекарственных веществ, обладающих антиаритмической 
активностью, с кислотными красителями различных групп;
-  разработать методики экстракционно-фотометрического, экстракционно- 
флуориметрического и безэкстракционного фотометрического определения 
исследуемых лекарственных веществ;
-  исследовать основные закономерности хроматографического поведения изу­
чаемых лекарственных веществ в тонких слоях силикагеля и разработать мето­
дики их разделения и обнаружения применительно к различным объектам (ле­
карственные средства, биоматериал).
Объект и предмет исследования -  лекарственные вещества, обладающие ан­
тиаритмической активностью: атенолол, метопролол, этмозин, этацизин, амиода- 
рон, верапамил, новокаинамид. В качестве реагентов использованы галогенпроиз- 
водные сульфофталеиновых красителей (бромкрезоловый пурпурный, бромтимо- 
ловый синий, бромкрезоловый зелёный, бромтимоловый синий), азореагенты (ме­
тиловый оранжевый, тропеолин 00), ксантеновые красители (сульфородамин Б, 
флоксин А, эозин). Лекарственные средства, обладающие антиаритмической ак­
тивностью, широко применяются в современной медицине, что обусловливает 
необходимость совершенствования контроля их качества. Исследуемые группы 
красителей применяются для анализа веществ основного характера, фотометриче­
ские реакции с указанными красителями обладают высокой чувствительностью и 
воспроизводимостью. Продукты реакций веществ основного характера с указан­
ными красителями имеют интенсивную окраску, что позволяет проводить анализ 
в видимой области электромагнитного излучения.
Положения, выносимые на защиту
1. Новые экспериментальные данные, иллюстрирующие влияние гидрофобно- 
сти сульфофталеиновых, ксантеновых красителей, азореагентов и взаимодей­
ствующих с ними лекарственных веществ основного характера на экстраги- 
руемость ионных ассоциатов и чувствительность фотометрических реакций, 
что позволило рекомендовать азореагенты для экстракционно­
фотометрического определения высокогидрофобных органических оснований, 
а сульфофталеиновые красители для определения оснований, обладающих не­
высокой гидрофобностью.
2. Состав, спектральные характеристики, оптимальные условия экстракции 
ионных ассоциатов атенолола, метопролола, верапамипа, амиодарона, этаци- 
зина с трифенилметановыми красителями и азореагентами. Новые высокочув­
ствительные, хорошо воспроизводимые, не требующие наличия дорогостояще­
го оборудования и реактивов, методики экстракционно-фотометрического и 
экстракционно-флуориметрического определения лекарственных веществ, об­
ладающих антиаритмической активностью.
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3. Результаты исследования взаимодействия в водной фазе верапамила, этаци- 
зина и амиодарона с ксантеновыми красителями (эозин, фяоксин А), на осно­
вании которых разработаны новые высокочувствительные методики определе­
ния исследуемых лекарственных веществ безэксгракционным фотометриче­
ским методом.
4. Новые экспериментальные результаты, описывающие влияние молярной 
доли и природы полярных органических растворителей, добавок ион-парных 
реагентов в бинарных водно-органических подвижных фазах на подвижность 
исследуемых лекарственных веществ, в тонких слоях силикагеля, позволившие 
разработать унифицированную методику испытания на подлинность 
лекарственных средств, содержащих метопролол, этацизин, верапамил, 
амиодарон, а также высокочувствительные и экспрессные методики 
обнаружения верапамила и этмозина в плазме крови методом тонкослойной 
хроматографии в сочетании с твёрдофазной экстракцией.
Личный вклад соискателя
Соискателем выполнена вся экспериментальная часть диссертационной ра­
боты, проведена графическая и статистическая обработка полученных данных. 
Научным руководителем осуществлялась методическая и консультативная по­
мощь при выполнении экспериментальных исследований и интерпретации полу­
ченных результатов. Старшим преподавателем кафедры медицинской и биологи­
ческой физики Макеенхо Г.И. осуществлялась консультативная помощь при рас­
чёте границ применимости различных приёмов определения констант экстракции. 
Студенты Пивовар М.Л. и Якута (Ёршик) О.А. осуществляли помощь при приго­
товлении растворов амиодарона, этацизина и некоторых красителей, буферных 
растворов.
Апробация результатов диссертации
Материалы диссертации доложены на международных научных конферен­
циях «Студенческая медицинская наука XXI века» (Витебск, 2002, 2004 гг.), 
X Республиканской научной конференции студентов и аспирантов высших учеб­
ных заведений Республики Беларусь (Минск, 2006 г.), на научных конференциях 
молодых учёных и студентов УО «Витебский государственный медицинский 
университет» (2002, 2004, 2005, 2006 гг.), на научных сессиях УО «Витебский го­
сударственный медицинский университет» (2003, 2004, 2005, 2006, 2007 гг.)
Опубликованность результатов диссертации
Основные результаты диссертационной работы опубликованы в 7 статьях в 
научных журналах (3,43 авторских листа), 9 статьях в сборниках материалов на­
учных конференций, 4 тезисах докладов научных конференций.
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Структура и объём диссертации
Диссертационная работа состоит из введения, обшей характеристики рабо­
ты, аналитического обзора литературы, пяти глав экспериментальных исследова­
ний, общих выводов, списка использованных источников и приложений. Она из­
ложена на 204 страницах машинописного текста, содержит 63 рисунка и 34 таб­
лицы, занимающих 7S страниц, 3 приложений, занимающих 15 странна Список 
использованных библиографических источников располагается на 25 страницах и 
включает 277 наименований, в том числе 101 иностранный источник и 20 собст­
венных публикаций.
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ
Глава 1 Аналитический обзор литературы.
В обзоре литературы рассмотрено применение кислотных красителей для 
экстракционно-фотометрического определения веществ основного характера. По­
казано, что наибольшей чувствительностью обладают фотометрические реакции с 
галогенпроизводными сульфофталеиновых и ксантеновых красителей. Среди азо­
реагентов наибольшей чувствительностью обладают фотометрические реакции с 
метиловым оранжевым (МО) и тропеолином 00 (ТОО).
Рассмотрены фотометрические методики количественного определения ле­
карственных веществ, обладающих антарктической активностью, а также спо­
собы идентификации веществ указанной группы методом тонкослойной хромато­
графии (ТСХ). Описанные методики имеют определённые недостатки (невысокая 
чувствительность, плохая воспроизводимость, необходимость наличия трудно­
доступных реактивов). В литературных данных отсутствуют универсальные хро­
матографические системы для идентификации лекарственных веществ, обладаю­
щих антарктической активностью.
Глава 2 Оптимальные условия экстракции и химико-аналитические 
свойства ионных ассоциатов лекарственных веществ, обладающих антя-
аритмической активностью, с сульфофталеиновыми красителями
Галогенпроизводные сульфофталеиновых красителей (СФК) являются 
сильными двухосновными кислотами. Поэтому на экстрагируемость ионных ас­
социатов с антарктическими лекарственными веществами оказывает влияние 
значение pH водной фазы. Экстракция новокаинамида, метопролола, атенолола, 
обладающих невысокой гцдрофобностыо, происходит при более высоких значе­
ниях pH, чем высокогидрофобных в ер ап амила и этмозина (таблица 1). Кривые за­
висимости экстракции ионных ассоциатов с бромтимоловым синим (БТС) от зна­
чения pH имеют широкие плато, максимумы экстракции наблюдаются при 
значениях pH вплоть до 6-8.
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Ассоциаты исследуемых лекарственных веществ с СФК экстрагируются ди­
хлор метаном, 1,2-дихлорэтаном и хлороформом. Экстрагируемость ионных ассо- 
циатов неполярными тетрахлорметаном, гексаном и малополярным толуолом зави­
сит от природы органического основания. Ионные ассоциаты с высокогидрофоб­
ными основаниями (этмозин, этацизин, амиодарон, верапамил) незначительно экс­
трагируются неполярными растворителями и толуолом. Ассоциаты с основаниями 
(атенолол, метопролол, новокаинамид), обладающими невысокой гидрофобностью, 
практически не экстрагируются. Спирты экстрагируют как ассоциаты, так и сами 
красители. Оптимальным органическим растворителем для экстракции ионных пар 
является доступный и относительно малотоксичный хлороформ.
Исследованы основные химико-аналитические характеристики ионных ас- 
социатов СФК с лекарственными веществами, обладающими антиаритмической 
активностью. Значения молярных коэффициентов поглощения (е), коэффициен­
тов Сендела (ш,), Коха и Кох-Дедица (Ск), коэффициентов распределения (D) и 
степени однократной экстракции (R) представлены в таблице 1.
Исследована зависимость оптической плотности экстрактов ассоциатов от 
концентрации антиаритмических лекарственных веществ при различных концен­
трациях красителей. В качестве оптимальной концентрации красителя подбирали 
такую, при которой градуировочный график линеен вплоть до значений оптиче­
ской плотности 0,8-1,0. Оптимальные концентрации реагентов (Сор,), область пря­
молинейной зависимости (Сл.с.) и пределы обнаружения (Cmin) представлены в 
таблице 1.
Определены логарифмы констант экстракции ионных пар новокаинамида с 
бромкрезоловым зелёным (БКЗ), бромфеноловым синим (БФС) (4,5 и 3,2 соответ­
ственно) и метопролола с БКЗ, БФС и бромкрезоловым пурпурным (БКП) (5,4; 4,9 
и 4,3 соответственно). Константы экстракции определялись как угловые коэффи­
циенты прямолинейной зависимости D -  [ВНГ], или (D-D ) — |ВН+], где D -  коэф­
фициент распределения красителя в системе вода-хлороформ в присутствии ле­
карственного вещества, D' -  коэффициент распределения молекулярных форм 
красителя, [ВН+] -  равновесная концентрация ионизированной формы лекарст­
венного вещества в водной фазе. Рассчитаны значения основных термодинамиче­
ских характеристик экстракции некоторых ионных пар (АН0, AS0, AG°).
На основании изучения оптимальных условий образования ионных ассо­
циатов с СФК разработаны экстракционно-фотометрические методики количест­
венного определения исследуемых лекарственных веществ в таблетках. Для при­
мера представлена методика количественного определения верапамила в таблет­
ках: 4 таблетки верапамила по 0,08 г растирают в ступке и переносят в мерную 
колбу на 200 мл с помощью 50 мл воды, встряхивают 5 минут, прибавляют I мл 
0,1 М раствора хлороводородной кислоты и доводят водой до метки. Полученный 
раствор фильтруют через бумажный фильтр, отбрасывая первые порции фильтра-
б
та (раствор А). 3,5 мл полученного раствора переносят в мерную колбу на 100 мл 
и доводят водой до метки (раствор Б). В пенициллиновые флаконы помещают 1 
мл раствора Б, 1 мл 2,4-10'5 М раствора БФС, I мл 0,05 М раствора хлороводород­
ной кислоты, воды до 5 мл, 5 мл хлороформа. Флаконы укупоривают пробками из 
полипропилена и встряхивают 3 минуты. После разделения фаз хлороформный 
слой переносят в кювету с толщиной слоя 1 см и измеряют оптическую плотность 
экстракта при длине волны 415 нм относительно дистиллированной воды. Расчёт 
содержания верапамила в растворе проводят по градуировочному графику.
При анализе таблеток верапамила 0,08 г (серия 100202) найдено (п = 6, Р = 
0,95): 76,8±0,4 мг, Sr = 0,004. Воспроизводимость и среднее значение результата 
анализа статистически не отличается от полученных фармакопейным методом 
(УФ-спектрофотометрия): 78,1±0,5 мг, Sr = 0,004.
Глава 3 Исследование азореагентов для фотометрического определения 
лекарственных веществ, обладающих ашиаритмической активностью
Изучаемые азореагенты можно рассматривать как кислоты с двумя кислот­
ными центрами (сульфогруппа и протонированнный азот азогруппы). Тропео- 
линОО по второй ступени является более сильной кислотой, чем метиловый 
оранжевый (интервал перехода окраски ТОО составляет 1,3-3,2, а МО -  3,1-4,4). 
Максимум экстракции ионных ассоциатов с тропеолином 00 смещён в более кис­
лую область по отношению к метиловому оранжевому. Поэтому можно предпола­
гать, что в образовании ионных ассоциатов существенную роль играют цвитгер- 
ионы, которые образуются у ТОО при более низких значениях pH, чем у МО. Так 
как суммарный заряд цвиттер-ионов равен нулю — они способны переходить в ор­
ганическую фазу в большей степени, чем однократно ионизированная форма, где 
и взаимодействуют с молекулярными формами оснований.
Максимальная экстрагируемость ассоциатов наблюдается при использовании 
в качестве экстрагента хлороформа, 1,2-дихлорэтана, дихлорметана. В качестве оп­
тимального экстрагента выбран доступный и относительно малотоксичный хлоро­
форм. Для предотвращения выпадения осадка при экстракции ионных пар азореа­
гентов с амиодароном необходимо введение в водную фазу 15 % об. этанола.
На экстракцию ионных ассоциатов оказывают влияние неорганические 
анионы, входящие в состав буферных растворов. Для примера на рисунке 1 пред­
ставлена зависимость оптической плотности экстрактов ассоциатов этмозина с 
МО при создании нужного значения pH с помощью буферных растворов, раство­
ров H2SO4 и НС1. При создании нужного значения pH с помощью НС1 оптическая 
плотность экстрактов ассоциатов ниже, что связано с конкурирующим равновеси­
ем экстракции ионных пар органических оснований с неорганическими анионами, 
входящими в состав буферных растворов. Доказательством возможности экстрак­
ции таких ионных пар является рассчитанная нами константа экстракции ионных
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Сэт = Смо = 3-10':М, Х = 425 нм; 1=1 см
1 Н г ^ г н а
Рисунок 1 -  Влияние компонентов бу­
ферных растворов на экстракцию 
ионных ассоциатов этмозина с 
метиловым оранжевым
гентов (Copt), пределы обнаружения ис<
пар этмозина с хлорид-ионами. При тем­
пературе 298 К она составляет 67,3.
Химико-аналитические характери­
стики ионных ассоциатов азореагентов с 
лекарственными веществами, обладаю­
щими антиаритмической активностью, и 
оптимальные значения pH экстракции 
представлены в таблице 2. В таблице 3 
представлены области прямолинейной 
зависимости градуировочных графиков 
(Сла), оптимальные концентрации азореа- 
2дуемых лекарственных веществ (См,).
Таблица 2 -  Оптимальные значения pH экстракции и основные химико-аналитические характе­
ристики ионных ассоциатов лекарственных веществ, обладающих антиаритмической активно­
стью, с азореагентами
Ассоциат рн W 1 0 ” га.10-1 Ск R, % D
ЭТ-ТОО 2,7-2 ,3 31,3*0,9 1,38 0,0690 95,9*0,7 23,6
ЭТ-МО 2,0 -2 ,7 27,0*0,9 1,60 0,0800 92,6*1,1 12,5
ЭТА-ТОО 1,5 -  2,5 32,5*0,7 1,29 0,0643 91,3*2,0 10,5
ЭТА-МО ы UI 1 О 30,0*1,0 1,60 0,0160 95,6*2,8 21,8
ВП-ТОО 1,5-4 ,0 34,0±0,3 1,44 0,0722 91,8*1,7 11,2
в п -м о 2 ,5 -3 ,0 29,5±0,3 1,66 0,0832 95,6*0,9 21,5
АМ-ТОО 1,5 -2 ,3 23,7±1,2 2,72 0,1362 96,1*2,5 24,6
АМ-МО 2,0 -  3,0 21,2±1,0 3,04 0,1520 97,3*3,1 36,0
МЕТ-ТОО 3,3-5 ,5 13,0*0,8 2,63 0,1316 - -
МЕТ-МО 5,0 -  5,5 7,6±0,4 4,50 0,2252 - -
На основании результатов изу-
Таблица 3 -  Оптимальная концентрация краси­
теля, область прямолинейной зависимости и 
пределы обнаружения фотометрического опре­




 о с „ .-ю 5моль/л
C w io 6 
моль/л 
( Р=0,99)
ВП-ТОО 4,0-10^ 0,1 -1 ,6 0,4
ВП-МО 4,0-10° 0,1 -1 ,6 0,4
ЭТ-ТОО 3,2 10° 0 ,3 -2 .6 1.0
ЭТ-МО 4,8-10° 0,4 -  3,3 2,5
ЭТА-ТОО 4,0-Ю-3 0,3 -  3,2 1,4
ЭТА-МО 4,0-10° 0 ,2-3 .2 0,9
AM-T00 4,0-Ю-’ 0 .4 -3 .2 2,4
АМ-МО 4,0-10° 0 ,4-3 ,8 2,4
MET-T00 6,8-10° 0,6 -  6,0 3,2
МЕТ-МО 1,2-10° 1 ,0 - 12,0 6,9
чения химико-аналитических характе­
ристик ионных ассоциатов исследуе­
мых органических оснований с азореа­
гентами разработаны экстракционно­
фотометрические методики количест­
венного определения этмозина, этаци- 
зина, верапамила в таблетках. Пра­
вильность определения лекарственно­
го вещества в лекарственных средст­
вах была подтверждена методом доба­
вок.
Для примера представлена ме­
тодика количественного определения 
этацизина: 4 таблетки этанизина рас-
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тирают в ступке, переносят с помощью 0,1 М раствора НС1 в мерную колбу на 200 
мл, встряхивают 5 минут и доводят 0,1 М раствором НС1 до метки. Полученный 
раствор фильтруют через бумажный фильтр, отбрасывая первые 20 мл фильтрата 
(раствор А). 3 мл раствора А помещают в мерную колбу на 100 мл и доводят во­
дой до метки (раствор Б). В пенициллиновый флакон помещают 1 мл раствора Б, 
1 мл 1,8-Ю-1 М раствора метилового оранжевого, 1 мл цитратного буферного рас­
твора со значением pH = 3,0, 2 мл воды, 5 мл хлороформа. Укупоривают и экстра­
гируют 3 мин, после разделения фаз измеряют оптическую плотность хлоро­
формного слоя при длине волны 424 нм относительно дистиллированной воды. 
Расчет содержания этацизина проводят методом одного стандарта по оптической 
плотности стандартного раствора.
При анализе таблеток этацизина 0,05г (серия 100703) найдено (п = 5, 
Р = 0,95) 0,0547 ± 0,0006 г этацизина (Sr = 0,013). Воспроизводимость и среднее 
значение результата анализа статистически не отличается от полученных фарма­
копейным методом (УФ-спектрофотометрия): 0,0539±0,0006 г, Sr = 0,015.
Глава 4 Ксантеновые красители как реагенты для определения лекарствен­
ных веществ, обладающих антиаритмической активностью
Ксантеновые красители (КК) применяются как реагенты в экстракционно- 
фотометрических и экстракционно-флуориметрических методиках количествен­
ного определения веществ основного характера. Флоксин А (ФЛА) и эозин (ЭО) 
применяются также для безэкстракциошюго определения веществ основного 
характера.
При экстрагировании исследуемых лекарственных веществ с сульфорода- 
мином Б ассоциаты флотируются на поверхности раздела фаз, после разделения 
водной и органической фазы происходит медленный и плохо воспроизводимый 
переход их в органическую фазу. При смешивании эозина и флоксина А с лекар­
ственными веществами, обладающими антиаритмической активностью, происхо­
дит образование ассоциатов в водной фазе, выпадающих в осадок. Это приводит к 
ухудшению перехода ассоциатов в органическую фазу и как следствие снижению 
воспроизводимости результатов анализа. После разделения фаз происходит 
уменьшение оптической плотности экстрактов ассоциатов вследствие их разру­
шения и сорбции на стенках кювет. Воспроизводимых значений оптической 
плотности и интенсивности флуоресценции экстрактов ассоциатов удаётся до­
биться при прибавлении в хлороформ 25, 20 и 10 % об. бутанола при экстракции 
ионных пар сульфородамина с метопрололом, этацизином и верапамилом соот­
ветственно. При экстракции ионных пар с эозином и флоксином А оптимальными 
являются добавки к водной фазе 30, 35 % об. этанола при определении верапами- 
ла и амиодарона соответственно. При экстракции ионных пар этацизина с эози­
ном (флоксином А) оптимальным является прибавление 20 % об. изопропанола.
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Исследованы спектральные характеристики образующихся в водной фазе 
ионных ассоциатов антиаритмических лекарственных веществ с ксантеновыми 
красителями. При образовании ассоциатов в водной фазе происходит батохром- 
ное смещение максимумов спектров поглощения растворов. В качестве опти­
мальной для безэкстракционной фотометрии подбирали такую длину волны, при 
которой наблюдается максимальная разность оптической плотности ассоциатов и 
свободного красителя.
Оптимальные значения pH экстракции ионных пар хлороформом и образо­
вания ионных ассоциатов в водной фазе представлены в таблице 4. Константы 
ионизации флоксина и эозина имеют близкие значения (pK,i и рК^ эозина состав­
ляет 2,81 и 3,75 соответственно, для флоксина А — 2,41 и 3,13). Поэтому опти­
мальные значения экстракции ионных ассоциатов с флоксином А и эозином име­
ют близкие значения.
Методами изомолярных серий, насыщения, Асмуса установлено, что соот­
ношение компонентов в ионных ассоциатах составляет 1:1.
Исследованы основные химико-аналитические характеристики ионных ас­
социатов с ксантеновыми красителями (таблица 4).
Таблица 4 -  Оптимальные значения pH и основные химико-аналитические 
характеристики ионных ассоциатов с ксантеновыми красителями
Ассоциат
Экстракционная ютометрия Безэкстракционная фотометрия
pH 3 R, % D n v io z,мкг/см2
Сь,





ЭТА-ФЛА 4.5-5.0 13,8±0,4 86,2±2,0 6,2 3,26 0.163 3,5 8,640,4 4,85 0,243
ЭТА-ЭО 4.5-5.0 15,6±0,8 87,442,8 6,9 2,88 0,144 4,0 17,342,5 2.42 0.121
ВП-ФЛА 4,0-4,5 4,940,2 67,143,3 2,0 10,00 0,500 3,5 15,145,4 2,77 0,139
вп-эо 4.0-4.5 5,540,5 81,944,0 4,5 8,93 0,446 4,0 20,243,1 2,07 0.104
АМ-ФЛА 4.5-5.0 5,740,3 91.2±6,2 10,4 11.90 0,595 3,5 21,841,1 1,91 0,096
АМ-ЭО 4.5-5.0 6,0±0,3 89,943,1 8,9 11,36 0,568 4,0 29.642,5 1,41 0,071
ЭТА-РБ 3,0-3,5 87,3±2,6 - - 0.47 0,024 - - -
ВП-РБ 2,5-2,7 108,7±4,0 - - 0,42 0,021 - - -
АМ-РБ 3,0 48,2±3,2 - - 1,33 0,067 - - -
МЕТ-РБ 3,5-4,0 55,5±3,6 - - 0,48 0,024 - - -
Для характеристики чувствительности экстракционно-флуориметрических
реакций рассчитаны значения квантового выхода флуоресценции по формуле 1.
е* _ с о .  ( У - У М Г  у S°" ■(Ах1-А х? ) ( 1 );
где Q’ и Qm -  значения квантового выхода флуоресценции растворов исследуе­
мого и стандартного веществ; S1 и S "  -  площади, ограниченные кривыми спек­
тров флуоресценции исследуемого и стандартного растворов соответственно; А*
и А? -  значения оптической плотности растворов исследуемого и стандартного 
веществ; S’"  -  площадь под кривой спектра флуоресценции экстракта холостого 
опыта; А™ -  оптическая плотность холостого опыта.
В качестве стандартного раствора использовали этанольный раствор рода-
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мина С, обладающий спектральными характеристиками близкими к спектральным 
характеристикам ионных ассоциатов, образованных эозином и флоксином А, и 
значением квантового выхода 97%. Значения квантового выхода флуоресценции и 
объективного критерия чувствительности ионных ассоциатов с эозином (флокси­
ном А) представлены в таблице 5. Величина объективного критерия чувствитель­
ности учитывает поглощательную и излучательную способность ассоциатов. Чув­
ствительность безэкстракционных фотометрических методик анализа с КК выше, 
чем экстракционно-фотометрических. Чувствительность экстракционно- 
флуориметрических реакций с ЭО и ФЛА примерно одинакова.
Таблица 5 -  Значения квантового выхода При разработке методик фотомет-
флуоресценции (Q, %) и объективного крите- рического определения изучаемых ле-
рия чувствительности (?Q) ионных ассоциа 
тов с ксантеновыми красителями
Органическое Эозин Флоксин А
основание Q.% eQ Q.% e-Q
Верапамил 63 346500 59 289100
Этаиизин 61 951600 60 828000
Амиодарон 39 234000 41 233700
карственных веществ концентрацию 
красителя подбирали таким образом, 
чтобы градуировочный график был ли­
неен вплоть до значений оптической 
плотности 0,8-1,0. В случае экстракци- 
онно- флуориметрического определения 
лекарственных веществ чувствитель­
ность прибора регулирует сам исследователь. Поэтому подбирали такую концен­
трацию красителя, при которой получаются воспроизводимые значения интенсив­
ности флуоресценции, незначительная окраска раствора (при этом отклонения ин­
тенсивности флуоресценции от истинного значения вследствие эффекта внутрен­
него фильтра минимальны), не требуется значительное разбавление аналита (это 
снижает погрешности определения, связанные с разбавлением). Оптимальные кон­
центрации реагентов, область прямолинейной зависимости и пределы обнаружения 
исследуемых лекарственных веществ представлены в таблицах б, 7.
Таблица б -  Оптимальные концентрации красителей (Copt), области прямолинейной зависимо­
сти (Сдо.) и пределы обнаружения (Стй) при проведении безэксгракционного фотометрического 
и экстракционно-флуориметрического определения лекарственных веществ, обладающих а к т -
Экстракционная фпуориметрия Безэкстракционная фотометрия










С - н Г .
моль/л
ВП-ЭО 4,0 4,0-40,0 2,6 6,0 1,1 “ 3,6 9,2
ВП-ФЛА 4,0 4,0-40,0 . _ 3,2 6,0 1 ,5-3 ,6 10,2
ЭТА-ЭО 4,0 4,0-40,0 - М 4.0 1.2-4 .8 7,5
ЭТА-ФЛА 4,0 4,0-40,0 3,7 4.0 1 ,3-8 ,0 5Д
АМ-ЭО 4,0 4,0-40,0 2,9 4,0 0 ,5 -2 ,4 2,3
АМ-ФЛА 4.0 4,0-40,0 2,8 4,0 0 ,5 -3 ,2 2,1
На основании полученных данных разработаны безэкстракционные, экстрак- 
ционно-флуориметрические и экстракционно-фотометрические методики количе­
ственного определения верапамила, этацизина, амиодарона, метопролола в таб-
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летках с ксантеновыми красителями.
Для примера приведена методика 
безэкстракционного фотометрического 
определения амиодарона в таблетках по 
реакции с эозином: 0,2 г таблеточной 
массы помешают в мерную колбу на 100 
мл, прибавляют 20 мл этанола и встря­
хивают 20 мин. Прибавляют 15 мл 0,1 М 
раствора НС1 и доводят водой до метки.
Фильтруют через бумажный 
фильтр, отбрасывая первые порции 
фильтрата (раствор А). 5 мл раствора А 
вносят в мерную колбу на 100 мл, при­
бавляют 1 мл 0,1 М раствора НС1 и до­
водят водой до метки (раствор Б). В пе­
нициллиновые флаконы вносят 1 мл раствора Б, 1 мл воды, 1 мл 
1% поливинилового спирта, 1 мл ацетатного буферного раствора (pH = 4,0), 1 мл 
2'Ю-4 М раствора эозина. Выдерживают 5 минут и измеряют оптическую плот­
ность полученного раствора при X = 545 нм.
Концентрацию амиодарона рассчитывают по градуировочному графику .При 
анализе таблеток амиодарона 0,2 г (серия 611) найдено (п = 7, Р = 0,95): 
0,198±0,001 г, Sr = 0,011. Воспроизводимость и среднее значение результата ана­
лиза статистически не отличается от полученных фармакопейным методом (УФ- 
спектрофотометрия): 0,200±0,002 г, Sr = 0,013.
Глава 5 Идентификация лекарственных веществ, обладающих анти- 
аритмической активностью, методом ТСХ
Исследовано влияние добавок апротонного растворителя ацетона и прото- 
фильных растворителей этанола и изопропанола к водной фазе на подвижность 
атенолола, метопролола, верапамила, этмозина, этацизина, амиодарона на пла­
стинках ТСХ «Сорбфил».
На кривых зависимости подвижности верапамила, этацизина, амиодарона от 
молярной доли органического модификатора (ОМ) можно выделить три участка. 
При увеличении молярной доли ОМ от 0 до 0,2-0,3 происходит резкое увеличение 
подвижности сорбатов. Такое поведение разделяемых веществ можно объяснить 
уменьшением диэлектрической проницаемости ПФ, а также наличием наряду с 
молекулярным механизмом удерживания разделяемых веществ ионообменной со­
ставляющей адсорбции хроматографируемых веществ. Введение органического 
модификатора в подвижную фазу приводит к снижению степени диссоциации по­
верхностных силанольных групп и к уменьшению удерживания.
Таблица 7 -  Оптимальные концентрации 
красителей, области прямолинейной зависи­
мости и пределы обнаружения при проведе­
нии экстракционно-фотометрического опре­




с « * ,ю \
моль/л




МЕТ-РБ 2,6 0,1 -  1,4 1,1
ВП-РБ 1,5 0,1 -0 .9 0,66
ЭТА-РБ 2,0 0.1 -0 ,9 0,34
АМ-РБ 2,4 ОД-1 ,8 1,5
ВП-ЭО 1,5 2 0 -  140 15,3
ЭТА-ЭО 6,0
О>сГ1о 3,5
АМ-ЭО 1,2 18-120 9,0
ВП-ФЛА 1,7 10-150 6,1
ЭТА-ФЛА 7,0 0 ,4 -6 ,5 2,5
АМ-ФЛА 1.4 16-140 7,8
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При увеличении молярной доли органического модификатора от 0,2-0,3 до 
0,6-0,7 (в случае изопропанола до 0,4) увеличение подвижности исследуемых ве­
ществ происходит в меньшей степени, чем на первом участке, что можно объяс­
нить микрорасслоением бинарных водно-органических растворов. При этом про­
исходит образование кластеров воды, окружённых молекулами органического не­
электролита. Гидрофобные учас тки исследуемых лекарственных веществ взаимо­
действуют с гидрофобными кластерами органических растворителей, а полярные 
группы взаимодействуют с полярной пограничной областью кластеров вода -  ор­
ганический растворитель.
При дальнейшем увеличении молярной доли ацетона в подвижной фазе 
(ПФ) выше 0,7-0,8 подвижность верапамила, этацизина, амиодарона снижается. 
Данное явление можно объяснить разрушением кластерной структуры растворов 
и переходу к среде чистого органического растворителя. Это приводит к выталки­
ванию полярных группировок из среды органического растворителя и увеличе­
нию взаимодействия с поверхностью полярного силикагеля. Кроме того, поверх­
ность силикагеля оказывает упорядочивающее действие на граничные слои воды, 
что, возможно, также обеспечивает улучшение взаимодействия с полярными 
группировками и увеличение сорбции. В присутствии более полярного органиче­
ского модификатора (этанол) в ПФ подвижность исследуемых веществ изменяет­
ся незначительно.
Наилучшая селективность разделения исследуемых лекарственных веществ 
достигается при использовании в качестве подвижной фазы системы ацетон-
вода 8:2, молярная доля ацетона при этом со­
ставляет 0,45 (рисунок 2).
Исследовано влияние добавок различ­
ных полярных органических растворителей к 
малополярному хлороформу на подвижность 
антиаритмических лекарственных веществ. 
Полученные значения подвижностей (Rf) ис­
следуемых веществ были обработаны по 
уравнениям Снайдера-Сочевинского и Скот- 
та-Кучеры. В случае добавок апротонного 
растворителя ацетона и протонодонорного 
растворителя этанола кривые удовлетвори­
тельно описываются с помощью указанных 
моделей, что свидетельствует о доминирова­
нии вытеснительного механизма сорбции. 
Лишь при больших концентрациях полярного органического растворителя на­
блюдаются отклонения от моделей удерживания.
При введении изолропанола в хлороформ данные уравнения не выполняют­
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1. Агенолол; 2. Метопролол; 3. Этмозин;
4. Верапамнл; 5. Этадизин; 6. Амиодарон
Рисунок 2 -  Влияние молярной 
доли ацетона в водной фазе на 
подвижность лекарственных веществ, 
обладающих ан таркти ческ ой  
активностью
ся во всём диапазоне концентраций полярного растворителя. Всё это позволяет 
предположить, что в области больших концентраций ацетона, этанола, а также 
при введении изопропанола наряду с вытеснительным механизмом сорбции зна­
чительный вклад вносит сольватация сорбатов органическим модификатором в 
подвижной фазе.
На основании полученных данных разработана методика испытания на под­
линность лекарственных средств, обладающих антиаритмической активностью, в 
системе ацетон-вода (8:2) на пластинках «Сорбфил» (пределы обнаружения со­
ставляют 0,2 -  0,5 мкг в пробе).
При обнаружении лекарственных веществ в плазме крови необходимо про­
водить предварительную очистку аналита от компонентов матрицы. Максималь­
ные количества верапамила (этмозина) удаётся выделить методом твёрдофазной 
экстракции на патронах, содержащих 0,1 г силосорба-КЮ-Си. Установлены опти­
мальные условия изолирования лекарственных веществ (оптимальное значение 
pH сорбции составляет 9,0, оптимальный элюент для селективной промывки па­
тронов от компонентов матрицы 20-30 % об. раствор этанола, оптимальный элю­
ент для селективной десорбции аналита -  96 % об. раствор этанола). Разработан­
ная методика позволяет проводить обнаружение верапамила и этмозина в плазме 
крови методом тонкослойной хроматографии в системе ацетон-вода на пластин­
ках «Сорбфил» в сочетании с твёрдофазной экстракцией (пределы обнаружения -  
0,5 мкг/мл, объем плазмы, необходимой для анализа составляет 2 мл).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Основные научные результаты диссертации
1 Значения степени однократной экстракции (R) ионных ассоциатов 
атенолола и метопролола, обладающих невысокой гидрофобностью, с сульфофта- 
леиновыми красителями составляют 43,0 -  92,9 %. С азореагентами и ксантено- 
выми красителями экстрагируемость значительно ниже.
Ионные ассоциаты высокогидрофобных амиодарона, верапамила, этмозина 
с азореагентами экстрагируются лучше (R=91,8-97,3%), чем с сульфофталеино- 
выми (R=75,0-91,9%) и ксантеновыми красителями (R=67,l-91,2%).
Поэтому при проведении экстракционно-фотометрического определения 
лекарственных веществ, обладающих невысокой гидрофобностью, рекомендуется 
использовать сульфофтапеиновые красители, а для определения высокогидро­
фобных лекарственных веществ рекомендуется использовать азореагенты. [2 ,6, 7, 
9, 14,17].
2. Оптимальным органическим растворителем для проведения экстрак­
ции ионных пар атенолола, метопролола, этмозина, этацизина, верапамила, амио­
дарона, новокаинамида с кислотными красителями (азореагенты, галогенпроиз- 
водные сульфофталеиновых красителей, ксантеновые красители) является хлоро­
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форм. Для получения воспроизводимых значений оптической плотности экстрак­
тов ассоциатов при экстракции ионных пар амиодарона с СФК и АР, а также ис­
следуемых лекарственных веществ с эозином и флоксином А необходимы добав­
ки этанола, изопропанола [6, 15, 17].
С БКП, БФС, БКЗ оптимальные значения pH экстракции ионных ассоциатов 
составляют 2,0-4,0; с БТС -  2,0-7,0. С уменьшением гидрофобкости органическо­
го основания наблюдается повышение оптимальных значений pH экстракции [7]. 
С азореагентами оптимальные значения pH экстракции ионных пар составляют 
1,0-5,0 [2, 14, 17]. Оптимальные значения pH экстракции исследуемых ионных 
пар с эозином и флоксином А составляют 4,0-6,0 [6], с сульфородамином Б -  3,0- 
4,0 [10].
Значения молярных коэффициентов поглощения ионных пар высокогидро­
фобных этацизина, амиодарона, верапамила с СФК составляют (17,4 -  24,0)* 103 [7, 
9, 12, 15, 17]. Значения молярных коэффициентов поглощения хлороформных 
экстрактов ионных ассоциатов атенолола, метопролола, новокаинам ида, обла­
дающих невысокой гидрофобностью, с СФК составляют (6,2 -  18,6)-103 [7, 20]. С 
азореагентами образуются ионные ассоциаты, обладающие значениями молярных 
коэффициентов поглощения (7 ,6 - 34,0)-103 [2, 14, 17, 19], с эозином и флокси­
ном А -  (5,5 -  15,6)103 [6], с сульфородамином -  (48,2 -  108,7)-103 [10].
Ионные ассоциаты исследуемых лекарственных веществ с ксантеновыми 
красителями обладают флуоресценцией. Значения квантового выхода флуорес­
ценции составляют 41-63%, объективного критерия чувствительности- (2,34- 
9,51)- 10s.
Установлены границы применимости различных методик определения кон­
стант экстракции ионных пар [1]; значения логарифмов констант экстракции ион­
ных пар исследуемых веществ с СФК составляют 3,2-5,4 [16]. Значения основных 
термодинамических характеристик экстракции (AG0, АН0 и AS0) ионных пар в 
системе вода-хлороформ составляют (-25,6)- (-22,9) кДж/моль, (-21,9)- 
(-5,9) кДж/моль, 13,6 -  61,0 Дж/(моль-К) [16].
Разработаны методики экстракционно-фотометрического, экстракционно- 
флуориметрического определения лекарственных веществ, обладающих анти- 
аритмической активностью, с исследуемыми кислотными красителями. Методики 
просты в исполнении, не требуют наличия труднодоступных реактивов и дорого­
стоящей аппаратуры, на анализ затрачивается не более 15 минут. Воспроизводи­
мость и среднее значение результатов анализа не отличается от результатов, по­
лученных фармакопейным методом [2,6, 8,9,12,13,14, 17].
3 Высокогидрофобные этацизин, амиодарон, верапамил образуют с 
ксантеновыми красителями (эозин, флоксин А) устойчивые ионные ассоциаты в 
водной фазе, пригодные для аналитических целей. Оптимальные значения pH об­
разования ионных ассоциатов в водной фазе составляют 3,5-4,0. Значения моляр­
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ных коэффициентов поглощения -  (8,6-29,6)'10'\ На основании полученных дан­
ных разработаны методики безэкстракционного фотометрического определения 
этацизина, амиодарона, верапамила, не требующие проведения экстракции, обла­
дающие высокой чувствительностью и хорошей воспроизводимостью результатов 
анализа [6,13].
4. Исследовано влияние природы и молярной доли полярного органиче­
ского растворителя в водной фазе, добавок ион-парных реагентов, молярной доли 
полярного органического растворителя в неполярном органическом растворителе 
на подвижность лекарственных веществ, обладающих антиаритмической актив­
ностью, в тонких слоях силикагеля [18]. Наилучшая селективность разделения 
достигается при использовании в качестве подвижной фазы системы ацетон- 
вода (8:2). Разработаны методики испытания на подлинность лекарственных 
средств атенолола, метопролола, этмозина, этацизина, верапамила, амиодарона на 
хроматографических пластинках [4] и идентификации верапамила и этмозина в 
плазме 1фови методом ТСХ в сочетании с твёрдофазной экстракцией. Предол- 
женные методики обладают высокой чувствительностью и экспрессностью, не 
требуют проведения сложной пробоподготовки, наличия дорогостоящего обору­
дования и реактивов [5].
Рекомендации по практическому использованию результатов
Разработана селективная и высокочувствительная методика разделения ле­
карственных веществ, обладающих антиаритмической активностью, методом 
ТСХ с использованием унифицированной системы растворителей. Соответст­
вующая инструкция по применению утверждена 30.05.2007 г. Министерством 
здравоохранения Республики Беларусь, регистрационный № 050-0606 (Приложе­
ние А). Методика применяется в лаборатории фармакопейного и фармацевтиче­
ского анализа УП «Центр экспертиз и испытаний в здравоохранении» и Витеб­
ской областной контрольно-аналитической лаборатории (Приложения Б, В).
Разработаны высокочувствительные методики обнаружения верапамила и 
этмозина в плазме крови методом ТСХ в сочетании с твёрдофазной экстракцией. 
Методики могут использоваться в химико-токсикологических лабораториях для 
обнаружения указанных лекарственных веществ. Методика обнаружения верапа­
мила в плазме крови используется в судебно-химической лаборатории Управле­
ния по Витебской области Государственной службы медицинских судебных экс­
пертиз (Приложение Г).
Разработаны экспрессные и высокочувствительные методики количествен­
ного определения лекарственных веществ, обладающих антиаритмической актив­
ностью, по реакциям с кислотными красителями (азореагенты, ксантеновые и 
сульфофтапеиновые красители). Методики могут применяться в контрольно- 
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1дэшыф1кацьш i колькаснае устанауленне лекавых рэчывау, якш валодаюць 
антыарытм1чнай актыунасцю, са скарыотаннем юслотных фарбавальшкау i тон-
каслаёвай храматаграфп
Ключавыя словы: атэналол, метапралол, этмазш, этацызш, верапамш, 
ам1ядарон, азарэагенты, сульфафталешавыя фарбавапьнт, ксантэнавыя фарба- 
вальшю, экстракцыйная фотаметрыя, тонкаслаёвая храматаграфш.
Мэта работы: распрацоука высокаадчувальных методык фотаметрычнага, 
флуарьшетрычнага i храматаграф1чнага устауналення лекавых рэчывау, ямя ва- 
лодаюць антыарьпшчнай актыунасцю.
Метады даследавання i апаратура: спектрафотаметрыя, патэнцыяметрыя, 
флуарьшетрыя, тонкаслаёвая храматаграфи, спектрафатаметр СФ-46, юнамер I- 
160, спектрафлуарыметр Solar СФЛ 1211 А.
Bbmiiri даследавання: распрацаваны методыш фотаметрычнага i флуары- 
метрычнага устанаулення даследаваных лекавых рэчывау у лекавых сродках, якш 
не патрабуюць наяунасщ каштоунага абсталявання i матэрыялау. Распрацавана 
методика вьшрабавання сапрауднасщ лекавых сродкау ам1ядарона, этацызша, ве- 
рапамша, метапралола, якая вылучаецца выкарыстаннем ушверсальнай храмата- 
графинай сгстэмы Распрацаваны методыю выявления верапамша i этмазша у 
плазме крывц якгя адрозшваюцца простасцю выканання, даступнасцю абсталя­
вання.
Навуковая нав!зна: упершыню правсдзена тэарытычнае i эксперыменталь- 
нае даследаванне рэакцый спалучэння лекавых рэчывау, яюя валодаюць антыа­
рьпшчнай актыунасцю, з кюлотньшй фарбавальншам1 розных труп. Упершыню 
даследаваны асноуныя заканамернасш храматаграф1чных паводзш даследаваных 
лекавых рэчывау у тонюх слаях сшкагеля.
Ступень выкарыстання: методыка выяулення верапамша у плазме крыв! 
выкарыстоуваецца судова-х1м1чнай лабараторыяй Юравання па Вщебскай во- 
бласш ДССМЭ, методыка выпрабавання сапрауднасщ лекавых рэчывау, якш ва­
лодаюць антыарьпшчнай актыунасцю, ужываецца у кантрольна-аналпычных ла- 
бараторьшх.




Идентификация и количественное определение лекарственных веществ, об­
ладающих антиаритмической активностью, с применением кислотных красителей 
и тонкослойной хроматографии
Ключевые слова: атенолол, метопролол, этмозин, этацизин, верапамил, 
амиодарон, азореагенты, сульфофталеиновые красители, ксантеновые красители, 
экстракционная фотометрия, тонкослойная хроматография.
Цель работы: разработка высокочувствительных методик фотометрическо­
го, флуориметрического и хроматографического определения лекарственных ве­
ществ, обладающих антиаритмической активностью.
Методы исследования и аппаратура: спектрофотометрия, потекциомет- 
рия, флуориметрия, тонкослойная хроматография; спектрофотометр СФ-46, мо­
номер И-160, спектрофлуориметр Solar СФЛ 1211А.
Результаты исследования: разработаны методики фотометрического и 
флуориметрического определения исследуемых веществ в лекарственных средст­
вах, не требующие наличия дорогостоящего оборудования и материалов. Разрабо­
тана методика испытания на подлинность лекарственных средств, содержащих 
амиодарон, этацизин, верапамил, метопролол, с использованием универсальной 
хроматографической системы. Предложены методики обнаружения верапамила и 
этмозина в плазме крови, отличающиеся простотой исполнения и доступностью 
оборудования.
Научная новизна: впервые проведено теоретическое и экспериментальное 
исследование реакций взаимодействия антарктических лекарственных веществ 
с кислотными красителями различной химической природы. Впервые исследова­
ны основные закономерности хроматографического поведения антарктических 
лекарственных веществ в тонких слоях силикагеля.
Степень использования: методика обнаружения верапамила в плазме кро­
ви используется в судебно-химической лаборатории Управления ГСМСЭ по Ви­
тебской об л., методика испытания на подлинность антарктических лекарствен­
ных средств применяется в контрольно-аналитических лабораториях.





Identification and quantitative determination of medicinal substances possessing 
antiarrhythmic activity using acid dyes and thin layer chromatography
Key words: atenolol, metoprolol, aethmozin, moracizine, verapamil, amiodarone, 
azo dyes, sulphonephthalein dyes, xanthene dyes, extractive photometry, thin layer 
chromatography.
The purpose of the investigation: the development o f highly sensitive 
photometric, fluorimetric and chromatographic procedures for the determination of 
medicinal substances possessing antiarrhythmic activity.
Research methods and equipment: spectrophotometry, potentiometry, fluoro- 
metry, thin layer chromatography; spectrophotometer SP-46, ion meter 1-160, spectro- 
fluorimeter Solar SPL 1211 A.
Research results: the procedures for photometric and fluorimetric determination 
of investigated substances in dosage forms which are not required expensive equipment 
and materials are worked out. The procedure for identification test for dosage forms 
with amiodarone, moracizine, verapamil, metoprolol using universal chromatographic 
system is worked out. The simple and reasonable procedures for identification of 
verapamil and aethmozin in blood plasma are proposed.
Scientific novelty: at the first time theoretical and experimental research of the 
reaction between antiarrhythmic medicinal substances and acid dyes with different 
structure are carried out. At the first time the main rules of chromatographic behavior of 
antiarrhythmic substances in thin layer of silica gel are investigated.
Degree of use: the procedure for detecting of verapamil in blood plasma is used 
in a forensic chemical laboratory of Vitebsk regional managing department of the state 
service of judicial-medical expert operations. The procedure for identification test of an­
tiarrhythmic medicinal substances is used in analytical control laboratories.
Field of the application: pharmaceutical and toxicological analysis.
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